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1. RESUMO

INTRODUCAO: A anastomose realizada no tratamento do célon obstruido
apresenta maior incidéncia de fistulas, com aumento da morbidade e mortalidade no
pos-operatério. Acredita-se que isso ocorra devido a alteracbes da parede do
segmento intestinal como edema ou alteragdes da microcirculacdo, e tem-se buscado
medidas que possam reduzir os efeitos deletérios da obstrucdo intestinal na
cicatrizacdo das anastomoses. OBJETIVO: avaliar a cicatrizacdo do célon esquerdo de
ratos em presenca de semiobstrucdo intestinal apds uso do sildenafil oral ou tépico.
METODOLOGIA: Estudaram-se 17 ratos wistar fémeas distribuidas em trés grupos: Nao
tratados (n=6), obstrucdo colbnica, ressec¢do coldnica, anastomose primaria; Sildenafil
tépico (n=5), obstrucdo colonica, ressec¢do colbnica, anastomose primaria e irrigacao
da cavidade com sildenafil ao final da cirurgia; Sildenafil oral (n=6), obstrucdo col6nica,
resseccdo coldnica, anastomose primaria e administracdo de sildenafil oral por
gavagem gastrica ao final da cirurgia. A obstrugao coldnica foi feita através de ligadura
do cdélon com fio de seda 2-0 contra um cateter com o objetivo de criar um
estreitamento abrupto da luz col6nica, permitindo a passagem de gases. Apds 24
horas, foi feita resseccdo da area da obstrucdo e realizada a anastomose. Os animais
foram mortos no sétimo dia apds a anastomose e avaliados a presenga de fistula a
macroscopia, a pressdo de ruptura e a angiogénese a microscopia. RESULTADOS: Os
grupos que receberam sildenafil IP e VO tiveram valores de pressao de ruptura
maiores que o grupo nao tratado. Houve também aumento da angiogénese nos
animais tratados com sildenafil IP quando comparados aos animais do grupo nao
tratado e do grupo tratado com sildenafil VO. CONCLUSAO: O uso do sildenafil foi

capaz de estimular a cicatrizagdo do célon semiobstruido em ratos.

PALAVRAS CHAVE: Cicatrizacdo; Anastomose; Colon; Obstrucdo intestinal;
Sildenafil.
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2. ABSTRACT

INTRODUCTION: Anastomosis held treatment in obstructed colon presents
higher incidence of fistula, with increased post-operative morbidity and mortality. It is
believed that this occurs due to changes in the wall of the bowel segment as edema or
changes of microcirculation, and has been studied treatments which may reduce the
deleterious effects of intestinal obstruction in healing of anastomosis. OBJECTIVE: To
evaluate the healing of left colon in rats in presence of bowel obstruction after use of
oral or topic sildenafil. METHODOLOGY: There were studied 17 females wistar rats
distributed into three groups: untreated (n = 6), colonic obstruction, colonic resection,
primary anastomosis; Sildenafil topic (n = 5), colonic obstruction, colonic resection,
primary anastomosis and peritoneal irrigation with sildenafil at the end of surgery;
Oral Sildenafil (n = 6), colonic obstruction, colonic resection and primary anastomosis,
administration of oral sildenafil by gastric gavage at the end of surgery. The colonic
obstruction was done through colonic ligation with 2-0 silk against a catheter with the
goal of creating an abrupt narrowing of colonic lumen, allowing passage of gas. After
24 hours, there was made resection of the silk-ligated area and held the colonic
anastomosis. The animals were killed on the seventh day after the anastomosis and
evaluated for the presence of the fistula, bursting pressure and angiogenesis at
microscopy. RESULTS: The groups that have received sildenafil IP and VO presented
increase in bursting pressure when compared with untreated group. There was also
increased angiogenesis in animals treated with sildenafil IP when compared to animals
not treated and the group treated with sildenafil VO. CONCLUSION: The use of

sildenafil was able to stimulate the healing of obstructed colon in rats

KEYWORDS: Healing; Anastomosis; Colon; Intestinal obstruction; Sildenafil
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3. INTRODUCAO

A obstrugdo do célon é causa relativamente comum de urgéncias
abdominais cirurgicas, e a obstrucdo do coélon esquerdo é um problema cirurgico

real.}?

Seu tratamento é motivo de controvérsia em relacdo a confeccdo de
anastomoses primarias ou apos realizacdo de colostomias, mas recentemente tem sido
proposta a resseccdo e anastomose primaria em casos de obstrucdo intestinal. A alta
incidéncia de deiscéncia de suturas no cdlon obstruido, quando a anastomose é
realizada primariamente, faz com que a realizagao de colostomias proximais a oclusao
seja uma alternativa segura no tratamento de pacientes com essa afec¢do, por
acreditar-se que as ressec¢des acompanhadas de anastomoses em segmentos
intestinais acentuadamente distendidos aumentam o risco de complicacdes,

principalmente a ocorréncia de fistulas anastomaéticas, que sdo as complicacdes de

maior gravidade desses pacientes 34,

A cicatrizacdo das anastomoses pode ser negativamente influenciada por
diversos fatores locais e sistémicos. Vdarios estudos mostraram que a desnutricdo, a
deficiéncia de proteinas, a caréncia de vitaminas, a anemia grave, a isquemia, 0
diabetes, entre outros, podem ser danosos a cicatrizacdo das anastomoses intestinais,
e nos casos onde ha obstrucdo intestinal essa atua como um fator capaz de interferir
negativamente na cicatrizacdo. A presenca da obstrucdo coldnica pode se associar a
hipdxia secundaria a distensdo da alca, favorecendo também a passagem de bactérias

da luz para a parede intestinal >*°.

Nas anastomoses realizadas em presenca de obstrucao intestinal, tém sido
avaliados diversos fatores adjuvantes da cicatrizagdo como eritropoietina ! membrana
amniGtica &, irrigagdo com aminoacidos ° solugdo salina 6 como objetivo de tentar
aumentar o influxo de sangue, tem sido relatado o uso do Bosentan 11 Resveratrol e,
principalmente, inibidores da fosfodiesterase cinco (PDE - 5) 13, sendo que o sildenafil,
um potente e especifico inibidor da PDE-5, teve o seu uso testado para varios fins

como hipertensdo pulmonar '*, neurogénese '*, doenca de Alzheimer ', e



15,16,17

principalmente nos processos cicatriciais de retalhos cutaneos , anastomoses

18,13

intestinais e aderéncias *°.

E entdo possivel que o uso de sildenafil possa atuar como um modulador
positivo na cicatrizacdo de anastomoses em alcas colOnicas obstruidas, por talvez atuar
como estimulador da neoangiogénese. Portanto, foi objetivo deste estudo avaliar o

possivel efeito benéfico do sildenafil na cicatrizacdo do célon obstruido de ratos.



4. OBIJETIVO

Avaliar a cicatrizacdo de anastomose no célon esquerdo, em ratos com semi-
obstrugao intestinal apds uso do sildenafil oral e intraperitoneal, por meio de

parametros histopatoldgicos e da pressdo de ruptura.



5. RELEVANCIA:

A fistula anastomética permanece como principal causa de morbidade e
mortalidade apds resseccdes intestinais. Portanto, a busca por métodos ou agentes
capazes de reduzir sua incidéncia, especialmente quando feita em condi¢cdes adversas,
justifica pesquisas experimentais e clinicas que possibilitem a atuacdo preventiva no

processo cicatricial para melhoria dos resultados.



6. METODOS:

6.1 Animais utilizados e cuidados dispensados

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Experimentagdo Animal da
Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG) e aprovado com protocolo
060/09. Foram estudados 17 ratos Wistar fémeas de trés a quatro meses de vida e
peso médio de 300 g. Os animais foram procedentes do Centro de Bioterismo do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
e acomodados no depositario de pequenos animais da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) por pelo menos 15 dias antes da
experimentag¢do. Todos os animais foram acondicionados em gaiolas coletivas (no
maximo seis animais por gaiola), dimensdo 20x30x45 cm, de poliuretano com tampas
de aco inoxidavel, forradas com serragem de madeira branca e atdxica. O recipiente
para agua era graduado, de polietileno e atdéxico. As gaiolas foram colocadas em
ambiente seco, a temperatura ambiente com oferta livre de agua e ragao comercial

padrao.

6.2 Desenho experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos

experimentais:

e Ndo tratados (OBS, n=6): Obstrucdo col6nica, resseccdo colonica,

anastomose primaria;

e Sildenafil tépico (SIP, n=5): Obstrucdo colOnica, resseccdao coldnica,
anastomose primaria e irrigacdo da cavidade com sildenafil (um mg/Kg)

ao final da cirurgia;



e Sildenafil oral (SVO, n=6): Obstrucdo col6nica, resseccdo colobnica,
anastomose primdria e administragdo de sildenafil oral (um mg/kg) por

gavagem gastrica ao final da cirurgia.

6.3 Anestesia e técnica operatoria

6.3.1 Obstrugao intestinal

Os animais foram anestesiados com quetamina, 60 mg/Kg/dose (Cristalia
Prod. Quim Farmac Ltda. Itapira SP) e xilazina, 10 mg/Kg/dose (Schering-Plough, Cotia
SP) aplicadas por inje¢do intraperitoneal, (IP). Uma vez anestesiado, foram ministrados
a todos os animais 30mg/Kg de Ceftriaxona (ROCEPHIN, Roche), por via intramuscular
(IM). Depois de alcancado o plano anestésico, os animais foram posicionados em placa
de cortica em decubito dorsal e imobilizados através da contencdo das patas e da
cauda com fita adesiva. Foi realizada tricotomia de toda a parede abdominal anterior e
antissepsia da regido depilada com solucdo de polivinilpirrolidona-iodo (PVPI)
degermante 10%. Os animais foram submetidos a laparotomia mediana e realizada a
obstrucdo colOnica. Para tal, identificou-se o angulo esplénico do célon transverso, e a
partir desta referéncia anatomica identificado o segmento de célon a 2 cm distal desta
referéncia que foi ligado contra um cateter de nelaton nimero 12 com fio de seda 2-0
(Fig. 1). Em seguida, foi feita a laparorrafia em dois planos de chuleio continuo de
poliglactina 3-0, administrado analgésico (buprenorfina 0,03 mg/Kg SC duas vezes ao
dia), e o animal retornado para sua gaiola de origem, com livre acesso a agua e

alimentos, sendo observado durante 24 horas.
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Fig 1—Melodo de realizacdo da semi-obstrucdo coldnica: Ligadura do colon transverso (seta
verde) com fio de seda (seta vermelha) contra cateter de nelaton (seta azul). No detalhe (4), re-
sultado final do procedimento

6.3.2 Anastomose intestinal

Apds 24 horas da inducdo da obstrucdo colonica, foi feita nova anestesia e
administragcdo das mesmas drogas anestésicas do item anterior por via intraperitoneal,
em seguida reabertura da cavidade abdominal com ressec¢do de segmento com cerca
de 5 mm do célon centralizado onde foi feita a ligadura, e anastomose das bordas
resultantes com sutura invertente de pontos separados de poliglactina 5-0 (Fig. 2). Em
seguida, foi feita lavagem da cavidade peritoneal por trés vezes com 15 ml de solucao
salina a 0,9% mantida a temperatura de 38°C e o abdome fechado em dois planos,
sendo o primeiro plano, musculo-aponeurético, com sutura continua com poliglactina

3-0 e o segundo plano, pele, com pontos separados de seda 4-0.



Fig. 2 Aspecto da anastomose no segmento obstriido do colon transverso de ratos com
pontos separados de poliglactina 5-0 (seta)

6.3.3 Administragao do sildenafil

Foi utilizado no experimento solugdo de sildenafil na concentragao de 0,1
mg/ml. No grupo de administracdo oral, ao final da cirurgia e apds recuperagdo
anestésica, foi feita gavagem gdstrica com cateter de nelaton numero seis e
administracdo de dose Unica de sildenafil um mg/kg. No grupo de uso tdpico, apds a
confeccdo da anastomose foi feita infusdo na cavidade peritoneal da solucdo de

sildenafil (um mg/kg) apds fechamento da parede abdominal.

6.4 Cuidados pos-operatorios

Apds a confeccdo das anastomoses, os animais foram alocados em suas
gaiolas de origem e receberam somente solucao de glicose a 25% nas primeiras 24
horas de pds-operatério. Todos os animais foram medicados com buprenorfina (0,03
mg/Kg subcutdneo (SC) duas vezes ao dia por trés dias) e ceftriaxona (30 mg/Kg IM)

uma vez ao dia. .



6.5 Avaliacao da cicatrizagdo

Os animais foram avaliados no sétimo dia pds-operatério. Apds anestesia
com a técnica anteriormente descrita, foi feita nova laparotomia, avaliados
parametros macroscépicos e os animais eutanasiados por exsanguina¢do. Segmentos
do cdlon foram retirados para estudo da pressdo de ruptura e avaliagdo microscopica
da anastomose. Os dados foram anotados em planilha do Microsoft Office Excel 2003-

2007 (Microsoft Corporation, California USA).

6.5.1 Avaliacao macroscépica

Apds a eutanasia, foi feita nova laparotomia e parametros macroscopicos
relativos a estenose da anastomose e fistulas anastométicas foram avaliada. A
estenose da anastomose foi classificada como grau | (discreta dilata¢do, inferior a uma
vez e meia o didametro a jusante), grau Il (moderada dilatacdo, entre uma vez e meia e
duas vezes o diametro a jusante) ou grau lll (dilatacdo consideravel, maior do que
duas vezes o didmetro a jusante).”® Os dados foram agrupados em ausentes (graus 1)
ou presentes (graus Il e lll). Os sinais de fistulas anastomdticas como abscesso ou

peritonite foram considerados como presentes ou ausentes.

Apds a analise macroscépica, segmentos do cdlon compreendendo no
ponto central da anastomose foram removidos para estudo da pressdo de ruptura e a

avaliagdo microscépica dos parametros de cicatrizagao.

6.5.2 Avaliacao da pressao de ruptura

Um segmento coldnico de oito centimetros, tendo em seu ponto central a
anastomose, foi removido com suas aderéncias para estudo da pressao de ruptura

21,22,20

conforme técnica padronizada em nosso meio . A pressao de ruptura, em mmHg,

foi avaliada através de insuflacdo de ar em uma das extremidades, sob fluxo constante,
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estando a peca imersa em uma cuba contendo solucdo salina a 0,9%, e a outra
extremidade ligada com fio de seda 2.0 e obstruida por uma pinca a jusante. O cateter
através do qual o ar foi insuflado conectou-se também a um mandmetro anerdide por
uma conexdo em “U”, fornecendo a pressao exercida na anastomose de 10 a 10 mmHg
(Fig. 3). A medida da pressdo de ruptura foi dada pelo valor registrado no momento da
ruptura da alca, verificado pela presenca do borbulhamento do liquido contido na

cuba.

Figura 3 —Sistema para medida da presséo de ruptura

6.5.3 Avaliacao histologica

Os segmentos de colon com a anastomose foram colocados em frascos
contendo formol a 10%, incluidos em parafina e feitos cortes histolégicos com 4 mu
corados com hematoxilina/eosina e tricrébmico de Gomori. Essas laminas foram

avaliadas de modo duplo-desconhecido por um Unico patologista em microscopio
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Optico (Nikon Alphaphot-2-Téquio-Japdo), sendo feitas avaliagbes da inflamagao, da

angiogénese e da fibroplasia.

Inflamagdao: A submucosa do célon foi avaliada qualitativamente e
quantitativamente. Na andlise qualitativa, a inflamagao foi classificada como 1+
(ausente), 2+ (discreto), 3+ (moderada) ou 4+ (acentuada), como mostrado na figura 4.
Para efeito de andlise estatistica, as amostras classificadas como 1+ ou 2+ foram
agrupadas em ausente e 3+ e 4+ como presente. Também foi feita histomorfometria,
com contagem de polimorfonucleares leucdcitos na submucosa em 20 campos

aleatorios.

Fig. 4 Fotomicrografia do infiltrado inflamatdrio polimorfonuclear
(seta) na submucosa do colon obstruido de ratos tratados ou ndo
com o sildendfil, classificado como discreto (A) ou acentuado (B)
em aumento de 400 x

Angiogénese: Foi feita a avaliagdo do grau de angiogénese, classificada
como ausente (1+), discreta (2+), moderada (3+) e acentuada (4+). Para comparacao
entre os grupos, essas alteragdes foram categorizadas como ausente (1+ e 2+. Fig. 5)

ou presente (3+ e 4+. Fig. 6).
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Fig. 5 Fotomicrografia da aspecto histoldgico da angiogénese
leve (seta) na submucosa do colon obstruido de ratos tratados ou
ndo com o sildenafil (aumento de 200 x)

Fig. 6 Fotomicrografia da aspecto histoldgico da angiogénese
acentuada (seta) na submucosa do cdlon obstruido de ratos
tratados ou ndo com o sildenafil (aumento de 200 x)

Fibroplasia: Para avaliar a fibroplasia foi feita avaliagdo qualitativa e

guantitativa de fibras colagenas nas laminas coradas pelo tricromico de Gomori. As
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fibras imaturas e maduras foram classificadas em ausente (nenhuma fibra), leve (até
10 fibras por campo), moderado (10 a 20 fibras por campo) e acentuado (mais de 20
fibras por campo), como observado na figura 7. Também foi feita contagem do o
numero de fibras imaturas (Fig. 8) e maduras (Fig. 9) em 20 campos aleatérios e

calculado o numero médio do total de fibras e de cada tipo de fibra na submucosa do

célon.

Fig. 7 Fotomicrografia da concentrag¢do de fibras coldgenas
(seta) na submucosa do cdlon obstruido de ratos tratados
ou ndo com o sildendfil, classificado como leve (A) ou
acentuada (B), em aumento de 200 x

13



Fig. 8 Fotomicrografia da aspecto histoldgico de fibras coldgenas
finas, tortuosas, caracteristicas de fibras coldgenas imaturas,
(seta) na submucosa do colon obstruido de ratos tratados ou néGo
com o sildenafil (aumento de 400 x)

Fig. 9 Fotomicrografia da aspecto histoldgico de fibras coldgenas
espessas, retificadas, caracteristicas de fibras coldgenas
maduras, (seta) na submucosa do cdélon obstruido de ratos
tratados ou ndo com o sildenafil (aumento de 400 x)
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6.6 Analise estatistica

Os dados qualitativos foram comparados entre os grupos através do teste
do Qui-quadrado com correcdo de Fisher. Os dados quantitativos foram comparados
entre os grupos através do teste de Mann-Whitney. Foi considerado em ambos os
testes diferengas ao nivel de 5%. Foram utilizados os pacotes estatisticos Assistat 7.6

beta® e Epi-info ®
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7. RESULTADOS:

7.1 Animais

A média de peso dos animais foi 328,3 + 9,8 gramas no grupo com
obstrucdo coldnica e confeccdo da anastomose sem tratamento adicional (OBS), 288,0
+ 42,7 gramas naqueles animais com obstrucdo colénica e onde foi feito o tratamento
com sildenafil tépico apds a anastomose intestinal (SIP), e 300,0 + 46,1 gramas nos
animais com obstrucdo colonica onde foi feita a anastomose e tratamento com
sildenafil por via oral (SVO). O percentual de perda de peso no pds-operatorio foi de
8,5 + 2,6 % no grupo onde foi feita anastomose col6nica apds obstrucdo, 8,2 + 2,5 % no
grupo tratado com sildenafil por via intraperitoneal e 9,5 + 3,3 % no grupo tratado com

sildenafil por via oral, sem diferenca significativa entre os grupos.

7.2 Andlise macroscépica

A anadlise macroscopica da regido das anastomoses ndao mostrou, em
nenhum animal, fistula identificavel a macroscdpica, seja tamponada ou para cavidade
livre. A estenose da anastomose classificada como Il ou Ill ocorreu em 4 animais do
grupo nao tratado (66,7%), com reducdo nos animais tratados com sildenafil VO

(16,7%, p=0,04) ou sildenafil IP (20%, p=0,06. Fig. 10).
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Fig. 10 Percentual de estenose da anastomose avaliadas no
sétimo dia pds-operatdrio em animais com obstrucdo
colénica e constru¢do de anastomoses apds nenhum
tratamento (OBS) ou tratamento com sildenafil IP (SIP) ou
sildenafil VO (SVO).

7.3 Pressao de ruptura

O teste da pressdo de ruptura mostrou valor médio de, 155,0 + 30,2 mmHg
no grupo com obstrucdo col6nica, 250,0 + 64,0 no grupo com obstrucdo tratado com
sildenafil IP e 216,7 + 15,1 no grupo com obstrucdo tratado com sildenafil VO. Houve
aumento significativo da pressdo de ruptura na anastomose do cdlon de animais onde
foi feito tratamento com sildenafil IP (p=0,002), e sildenafil VO (p=0,001), como visto

na figura 11.
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Fig. 11 Média do valor, em mmHg, da pressGo de ruptura, ao sétimo dia
pos-operatorio, de anastomoses do colon de ratos wistar apds obstrugdo do
cdlon e ndo tratados (OBS) ou tratados com sildendfil IP (SIP) ou sildenafil
VO (SVO0).

7.4 Analise histoldgica

A média do nimero de neutrdfilos por campo no grupo de animais com
obstrucdo foi de 40,6 £ 2,65 no grupo com obstrucdo colbnica, 42,44 + 7,96 no grupo
obstruido e tratado com sildenafil por via intraperitoneal e 51,90 + 5,09
polimorfonucleares por campo na submucosa dos animais do grupo com obstrucdo
colOnica tratados com sildenafil por via oral. Ndo houve diferenca significativa quando
comparados os animais dos trés grupos avaliados (Fig. 12). A angiogénese classificada
como acentuada (4+) foi vista em 3 animais do grupo sildenafil e em nenhum dos

outros grupos com p = 0,03.
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Fig. 12 Média da contagem de polimorfonucleares neutrdfilos na
submucosa da regido das anastomoses do colon de ratos wistar apos
obstrugdo do colon e ndo tratados (OBS) ou tratados com sildenafil IP
(SIP) ou sildenafil VO (SVO).

A presenca de fibras colagenas classificadas como acentuada (mais de 20
fibras por campo) ocorreu em 5 animais no grupo OBS (83,3%), todos os 5 animais do
grupo SIP (100%), bem como todos também do grupo SVO (6 animais, 100%).
Qualitativamente também, a presenca de fibras colagenas jovens classificada como
acentuada foi vistas em dois dos animais do grupo OBS, trés animais no grupo SIP e
trés animais do grupo SVO. A quantidade de fibras colagenas maduras foi classificada
como discreta em cinco dos seis animais do grupo OBS, todos os cinco animais do
grupo SIP e quatro de seis animais do grupo SVO, sem diferenca significativa entre os
grupos.

O numero médio de fibras colagenas (imaturas ou maduras) por campo foi
de 25,33 + 2,35 fibras no grupo obstruido, 30,6 + 1,6 fibras no grupo obstruido e
tratado com sildenafil IP e 27,67 £ 1,94 no grupo obstruido e tratado com sildenafil VO.
Houve maior numero de fibras coldgenas no grupo de animais tratados com sildenafil

IP quando comparados aqueles ndo tratados (p=0,04. Fig. 13), mas ndo quando
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comparados animais tratados com sildenafil VO e animais do grupo OBS (obstrucdo
colOnica sem tratamento)

A contagem de fibras colagenas finas, imaturas, na submucosa dos animais
com obstrucdo colonica e ndo tratados foi de 16,83 + 1,90. Nos animais obstruidos e
tratados com sildenafil IP foi de 22,20 + 1,83, e naqueles com obstrucao colbnica e
tratados com sildenafil VO a média de fibras colagenas jovens na submucosa foi de
18,17 + 1,22 (Fig. 13). Quando comparados com animais com obstrucdo colonica e nao
tratados, houve aumento significativo do niumero dessas fibras nos animais tratados
com sildenafil IP (p=0,03), mas ndo quando se comparou 0s animais ndo tratados e
aqueles tratados com sildenafil VO.

A média de fibras coldgenas maduras na submucosa do célon de animais
onde a anastomose foi feita apds obstrugdo coldnica, e ndo foi feito tratamento
adicional, foi de 8,5 + 1,06 fibras por campo. Nos grupos tratados com sildenafil,
quando foi feita administragao IP a média foi de 8,4 + 1,12 fibras e quando o
tratamento foi feito por via oral (VO) a média encontrada foi de 9,5 + 1,36 fibras por
campo de grande aumento (Fig. 13). N3do houve diferenga significativa quando
comparados os dois tratamentos (sildenafil IP ou VO) com o grupo de animais nao

tratados.

20



finas oor campo

3k
+
ac
sk
25
¥
20
+
15 4 —
10 A ——
O T T
OBS SIP SvO
m Tulal de libras colagenas Fibiras colagenas jovens  m Fibras colagenas madur as

*-p=0,04 % -p=0,03

Fig. 13 Média da contagem de fibras coldgenas (total, fibras imaturas
e fibras maduras) na regiGo das anastomoses do célon de ratos wistar
apods obstrucGo do cdlon e ndo tratados (OBS) ou tratados com
sildendfil IP (SIP) ou sildenafil VO (SVO)
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8. DISCUSSAO:

As anastomoses intestinais estdo entre os procedimentos cirdrgicos mais
realizados na cirurgia geral, e a falha da cicatrizacdo é causa de fistulas, que ocorrem
entre 0,5% a 30% das operacgdes realizadas, associando-se a aumento da morbidade e
mortalidade. Entre suas varias etiologias estdo a hipdxia, a infec¢do, além de outros

fatores locais e sistémicos

. Varias condicOes estdo associadas com a evolugdo
desfavoravel das anastomoses realizadas no célon obstruido como a prépria distensao
do célon, edema, baixa tensdo de oxigénio e pH intraluminal alcalino 2. Dentre esses
mecanismos, a hipdxia tecidual, como observado em alguns modelos experimentais,
ocorre pelo mecanismo onde a oclusdo intestinal causa acumulo de gas e liquido na luz
intestinal a montante e diminuigao de peristaltismo a jusante. A distensdo intestinal
promove aumento das pressdes intramural e intraluminal, com redugdo da perfusao
intestinal. Quando a pressao intraluminal se iguala a pressao arterial, ocorre hipdxia da
alga, com consequente aumento da permeabilidade da parede intestinal devido ao
aparecimento de microporos em sua parede, através dos quais passam agua e ions. A
progressdao do quadro leva ao aumento progressivo da isquemia, que culmina com a

necrose da parede e passagem do conteudo para o peritonio. 6,104

Portanto, foi objetivo deste estudo avaliar a acdo de um medicamento com
provavel efeito estimulador da angiogénese na cicatrizacdo de anastomose do célon
com hipdxia por estase venosa e edema, considerando também essa como uma
anastomose de risco. Outros autores, empregando a oclusio total do célon *°
enfatizam que a reducdo abrupta da luz colonica, com dilatacdo a montante, estase
venosa e edema da parede intestinal, é capaz de reduzir a oxigenacdo na
microcirculacdo, permitindo ainda a passagem de bactérias da luz intestinal para a
submucosa >, com acentuada reacdo inflamatéria capaz de interferir negativamente
com a cicatrizacdo tecidual. Assim como em outros estudos, aqui se empregou a
obstrucdo quase total do célon, permitindo a passagem de gases, onde se observou
em estudos prévios, estase venosa, edema e alteracdo da microvasculatura, além de
reducdo da cicatrizacdo de anastomoses coldnicas 8 Em um modelo com obstrucdo

do célon com anel de silicone, seguida da resseccdo e anastomose, observou-se

alteragdes mais deletérias no intestino do que quando houve apenas a obstrucdo
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intestinal. Algumas alteracdes histopatoldgicas identificadas foram perda do contorno
epitelial, edema da submucosa com infiltrado inflamatério. Essas alteragGes
persistiram durante muito tempo apds a realizagdo da anastomose, sugerindo

comprometimento da cicatrizacdo das anastomoses realizadas no célon obstruido **.

A medida da pressdo de ruptura de um tecido pode ser avaliada por dois
métodos. Um deles seria a medida de resisténcia a exposicdo a uma forca axial agindo
no sentido longitudinal. Esse método seria ideal, por exemplo, para testar a ruptura
em tenddes e fascias 2. Esse método é objeto de critica devido a dificuldade de aplicar
igualmente a forca em toda a circunferéncia col6nica, pois a forca ndo pode ser
exercida de forma circular ?°. Outro método consiste na insuflagio de ar ou dgua no
[Umen intestinal, que é um dos métodos de avaliagdo da resisténcia da anastomose

2627 Considera-se esse como o

intestinal mais utilizado em pesquisas experimentais
método que mais se aproxima da situacdo clinica, simulando as forcas de distensdo
gue podem romper uma anastomose % No presente estudo, usou-se o método de

pressdo de ruptura pela insuflagdo de ar, como utilizado em estudos prévios ****%,

O sildenafil é usado em seres humanos nas doses de 0,5 mg a 1,5mg/kg *°.
Em estudos experimentais, alguns autores trabalharam com doses maiores de
sildenafil devido a alta taxa metabdlica dos ratos. Batukan (2007) *° usou a dose de
3,75 a 15 mg/Kg, e Ayten (2008) '8 utilizou a dose de 8mg/Kg. Outros autores, como
Uzun (2008) 2 e Dericy (2010) *> usaram a dose de 10 mg/Kg, e Irkorucu (2009) 29 usou
dose maior, de 20 mg/Kg. Neste estudo, optou-se pelo emprego de doses mais baixas
visando a reducdo do risco de eventos adversos. Dados de outro estudo 18 conduzido
no Laboratdrio de Cirurgia Experimental sugeriram que doses mais altas de sildenafil
associaram-se a aumento da mortalidade perioperatéria. Portanto, para aumentar a

seguranca do procedimento optou-se por doses mais baixas da droga.

Alguns estudos avaliaram as anastomoses em modelos tratados com o

2 e Kaya % a0 avaliarem a

sildenafil entre o 42 ao 82 dia pds-operatdrio. Irkorucu
reversdo dos efeitos da hipdxia mediada pelo sildenafil e tadalafil respectivamente,
escolheram o quarto dia. Ja Ayten BeUzun escolheram, respectivamente, sétimo, e

sétimo e terceiro dias. Diante desses dados, optou-se no presente estudo pela
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avaliacdo da cicatrizacdo no sétimo dia para a eutanasia e avaliacdo dos resultados.
Sabe-se que na primeira fase da cicatrizacdo da anastomose intestinal, que ocorre
apos a lesao, ha reducdo transitéria da forga da cicatriz, indo de valores muito baixos
nos trés primeiros dias apds sua construcdo até atingir as condi¢cbes o6timas. Essa
progressdo parece se dever a mudancas fisioldgicas no metabolismo da matriz.
Durante os primeiros dias apds a construcdo da anastomose, sua forca e integridade
sao determinadas principalmente pela capacidade regenerativa da submucosa. Ja na
fase proliferativa, a neovascularizacdo e os fibroblastos agem aumentando a
resisténcia da anastomose por aumentar a produgcdo de colageno e

723 Assim, optou-se neste estudo pela avaliacdo da

mucopolissacdrides na ferida
cicatrizacdo da anastomose do célon dos animais no 72 dia pds-operatério, quando a
forga da cicatriz estaria mais relacionada com a atividade de sintese do colageno do

que a presenca da sutura na parede intestinal

Na determinagao histoldgica da cicatrizagdo, além da avaliagdo com uso da
coloracdo com hematoxilina e eosina podem ser empregados outros métodos de
coloragdo. A avaliagdo com uso de marcadores especificos aumenta a especificidade
da pesquisa, como a coloragdo imunoistoquimica com o uso do anticorpo Ki67, usado
para avaliacdo da proliferacao celular N ea dosagem de hidroxiprolina, seja por grama
de tecido ou por area de anastomose. Esta ultima, entretanto, tem apresentado uma

2627 para

diversidade de respostas que questiona sua real utilidade como método
avaliacdo do coldgeno podem ser utilizadas as colora¢des de tricromico de Gomori,
alcian blue e van Gieson ** Neste estudo, para avalia¢io histoldgica da cicatriz, optou-
se pelas coloragdes com hematoxilina eosina para avaliagdo da inflamagdo e da
angiogénese e do tricromico de Gomori para avaliacdo do colageno.

A ruptura anastomética, como a deiscéncia ou fistula, tem sido
considerada uma das mais preocupantes intercorréncias no pds-operatorio das
cirurgias do aparelho digestivo devido a sua incidéncia, morbidade e mortalidade 12,
Diversas estratégias foram descritas na abordagem das anastomoses intestinais de
risco. Fatores capazes de estimular a neovascularizacdo tém sido avaliados, baseado na

premissa que a neovascularizacdo, que geralmente tem inicio no segundo ou terceiro

dia apds a lesdo, fornece um ambiente favoravel a cicatrizacdo *3. Portanto, fatores
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gue possam atuar na manutencdo de adequado aporte sanguineo e de nutrientes
garantindo a necessaria demanda metabdlica tecidual podem ser a chave para
modular positivamente a cicatrizagdo tecidual, principalmente em condi¢cdes adversas,
e o uso de agentes capazes de estimular a angiogénese tem sido avaliado em modelos
experimentais e em estudos clinicos. Dentre esses agentes, o sildenafil tem sido
pesquisado devido a sua a¢do vasodilatadora, que poderia favorecer a angiogénese,

com possivel melhora de outros pardmetros da cicatrizaggo >3,

Os resultados do presente estudo mostraram que os animais dos grupos
qgue receberam sildenafil IP e VO tiveram valores de pressdo de ruptura maiores que o
grupo ndo tratado. Esses resultados estdo de acordo com a premissa que a
vasodilatagdo local pode atuar como fator responsavel por possivel melhora do fluxo
tecidual e dos pardmetros da cicatrizacdo. Ayten (2008) *® e Irkorucu (2009) *
encontraram melhora significativa dos niveis de pressdo de ruptura do célon com
perfusdo comprometida nos grupos de animais que receberam sildenafil quando
comparados com os grupos controle. Irkorucu (2009) *° demonstrou que o grupo que
recebeu dose de 10mg/kg teve melhor resultado que o grupo que recebeu 20mg/kg,
mas acredita que a dose de 20 mg poderia causar grande vasodilatacdo, hipotensao,
excessiva agdo antiinflamatodria, e assim ja ndo desempenharia papel positivo na

cicatrizacgao.

Os dados deste estudo mostraram que o sildenafil IP foi capaz de aumentar
significativamente a angiogénese na regidao da anastomose colbnica, o que pode estar
associado com o ganho de forca na cicatriz. E possivel que exista efeito do farmaco na
vasodilatagdo e estimulo a irrigagao do tecido, o que aumentaria a eficiéncia do

processo cicatricial, resultando em uma anastomose mais forte.

A cicatrizacdo de uma anastomose colbnica &, essencialmente, similar as
fases da cicatrizacdo de qualquer tecido do corpo. A inflamag¢do aguda caracteriza o
processo reparativo precoce. Na fase proliferativa da cicatrizagdo, a neovascularizagao
e a proliferacdo tecidual sdo os principais responsaveis pelo aumento da resisténcia da
anastomose por aumentar a producdo de coldgeno e mucopolissacdrides na ferida.

7261233 Entretanto, ha particularidades Unicas na cicatrizagdo de segmentos do tubo
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digestivo. A funcdo da submucosa ndo se restringe a fornecer a base de apoio para a
mucosa. Sua funcdo bioldgica se estende ao remodelamento tecidual. Rica em fibras
colagenas imersas em matriz extracelular composta, entre outros, de proteinoglicanos,
essa camada tem papel importante na cicatrizagdo das anastomoses. Dentre os
proteinoglicanos presentes na matriz, a fibronectina tem papel fundamental na
interacdo célula-matriz, mantendo um contingente celular dentro do gel da matriz
extracelular. Quando estimulados, os elementos celulares presentes na matriz sao
importantes nas etapas de proliferacdo, migracdo e adesdo, controlando por meio de
sinais bioquimicos, como quimioatrativos e fatores de crescimento, o processo

cicatricial 2.

A forga de uma anastomose depende da presenga das fibras colagenas, ja
tendo sido observado que a obstrucdo col6nica alterou a sintese e conteddo do

3L Neste estudo, verificamos gue o uso do sildenafil,

colageno na linha de sutura
principalmente por via tdpica, foi capaz de aumentar a presenca de fibras coldgenas,
acentuadamente do coldgeno jovem, na submucosa da regido da anastomose col6nica.
E possivel que a reducdo do coldgeno nos modelos de obstrucdo do célon esteja
associada ao aumento da producdo das metaloproteinases, responsaveis pela

degradacdo da matriz e, consequentemente, do coldgeno.

As metaloproteinases (MP) sdo ativadas por interacdes entre células ou
entre célula-matriz, mas podem também ser estimuladas por citocinas e fatores de
crescimento. A ativagdo ocorre por fendbmeno em cascata, por meio da agao de outras
MP ou de proteinases teciduais e plasmaticas 3 Durante a cicatrizacdo tecidual, a
ativacdo das MP é necessdria em vdrias etapas com o objetivo de criar espacos para a

34,35

migracdo celular, a angiogénese e o remodelamento do colageno . A acdo dessas

MPs sao fisiologicamente interrompidas durante o processo cicatricial pelos inibidores
das mieloperoxidases, sintetizadas principalmente por fibroblastos e células

endoteliais 3>

. Observou-se que, no célon com semi-obstrucdo e obstrucdo total,
houve maior concentracdo das metaloproteinases, sugerindo que a hipdxia tecidual
associou-se com aumento da participagdo desta na cicatrizagao tecidual, tornando a

| 7,37,31

anastomose mais fragi . Também observou-se que, ao contrario da cicatrizacdo

de uma anastomose em cdlon normal, na vigéncia de obstrucdo as MP encontram-se
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localizadas ndo somente nas proximidades da anastomose, mas também em regides
mais distantes do cdlon. Observou-se também que no célon obstruido a atividade da

MP estava significativamente mais pronunciada que no célon normal 37,38,

Um dos mecanismos associados com a maior producdo de MP é a presenca
de polimorfonucleares neutréfilos na regido. Observou-se reducdo da concentracdo de

394041 gue coincide com a presenca de

colageno na regido da anastomose
polimorfonucleares (PMN) na regido da anastomose. Desde o reconhecimento da
existéncia de uma colagenase derivada de neutrdfilos, concluiu-se que a degradacdo
do colageno seria neutréfilo dependente *2. Essa colagenase é conhecida hoje como
metaloproteinase 8 (MP8), e é estocada em granulos dentro dos PMN, e secretada

sob estimulacio **.

Diante da obstrugao intestinal, dois mecanismos deletérios
podem ser identificados, a presenca de fezes em estase, com consequente proliferacdo
bacteriana, e a dilatacdo do célon *°, promovendo a baixa perfusdo da parede coldnica.
Assim, haveria a abertura de dstios na mucosa, favorecendo a passagem de bactérias
da luz intestinal para a submucosa °, com estimulo para a inflamac3o nessa regido e
aumento na concentracdo de MP, com aumento da colagendlise e enfraquecimento da
cicatriz. Entretanto, ndo observamos, neste estudo, diferenca na populacdo de PMN
quando comparadas as contagens encontradas nos grupos com obstru¢do col6nica e
tratados ou ndo com o sildenafil, sugerindo que o sildenafil pode ndo ser eficiente na

reversdo desse mecanismo de enfraquecimento da anastomose em modelos de

obstrucdo colbnica.

Os dados deste estudo sugerem que a vasodilatacdo induzida pelo
sildenafil foi capaz de melhorar a cicatrizagao do célon obstruido de ratos, indicando
gue esse farmaco pode ter acdo moduladora na cicatrizacdo tanto em seu uso tépico
quanto administrada oralmente. O mecanismo pelo qual o farmaco promoveu a
melhor cicatrizacdo pode estar relacionado com a vasodilatacdo tecidual, por acdo
sobre o metabolismo do éxido nitrico, com aumento na angiogénese e na sintese do
coldgeno. Portanto, esses resultados permitem inferir que em anastomoses de risco,
como aquela realizada na obstrucdao do cdlon, o uso do sildenafil seria capaz de

melhorar a cicatrizacdo por provavel estimulo a angiogénese e a fibroplasia, por talvez
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aumentar a irrigacdo sanguinea no segmento afetado e revertendo as condi¢Oes

desfavoraveis a cicatrizacdo no célon obstruido de ratos.
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9. CONCLUSAO
O uso do sildenafil, tanto em sua aplicacdo intraperitoneal quanto
administrada por via oral, foi capaz de melhorar a pressao de ruptura de anastomoses
do célon de ratos com semi-obstrucdo intestinal, mas a aplicacdo tépica mostrou-se
superior quando avaliada também os parametros histolégicos de cicatrizacao,
sugerindo ser essa via a de maior eficiéncia na restauracdo dos parametros fisioldgicos

de cicatrizacdo no célon obstruido de ratos.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Anastomosis held in treatment obstructed colon presents
higher incidence of fistula, with increased post-operative morbidity and mortality. It is
believed that this occurs due to changes in the wall of the bowel segment as edema or
changes of microcirculation, and has been studied treatments which may reduce the
deleterious effects of intestinal obstruction in healing of anastomosis. OBJECTIVE: To
evaluate the healing of left colon in rats in presence of bowel obstruction after use of
oral or topic sildenafil. METHODOLOGY: There were studied 17 females Wistar rats
distributed into three groups: untreated (n = 6), colonic obstruction, colonic resection,
primary anastomosis; Sildenafil topic (n = 5), colonic obstruction, colonic resection,
primary anastomosis and peritoneal irrigation with sildenafil at the end of surgery;
Oral Sildenafil (n = 6), colonic obstruction, colonic resection and primary anastomosis,
administration of oral sildenafil by gastric gavage at the end of surgery. The colonic
obstruction was done through colonic ligation with 2-0 silk against a catheter with the
goal of creating an abrupt narrowing of colonic lumen, allowing passage of gas. After
24 hours, there was made resection of the silk-ligated area and held the colonic
anastomosis. The animals were killed on the seventh day after the anastomosis and
evaluated for the presence of the fistula, bursting pressure and angiogenesis at
microscopy. RESULTS: The groups that have received sildenafil IP and VO presented
increase in bursting pressure when compared with untreated group. There was also
increased angiogenesis in animals treated with sildenafil IP when compared to animals
not treated and the group treated with sildenafil VO. CONCLUSION: The use of
sildenafil was able to stimulate the healing of obstructed colon in rats

KEYWORDS: Anastomotic healing; colonic obstruction; sildenafil
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INTRODUCTION

Obstruction of the colon is a relatively common cause of abdominal
emergency surgeries, and the obstruction of left colon is a real surgical problem. Their
treatment is a matter of controversy in relation to the primary anastomosis, or
colostomy and secondary performing anastomosis, but has been proposed recently
the resection and primary anastomosis in cases of intestinal obstruction. The high
incidence of complications due to suture dehiscence and anastomotic leaks in
obstructed colon, when anastomosis is performed primarily, makes the colostomy a
safe alternative in cases of colonic occlusion. 2.

The healing of anastomosis can be negatively influenced by several local
and systemic factors. Previous studies have shown that factors such as malnutrition,
protein and vitamin deficiency, severe anemia, ischemia, diabetes, among others, can
be affect the healing of intestinal anastomosis. There was demonstrated that intestinal
obstruction can act adversely in healing. The presence of colonic obstruction can cause
hypoxia secondary to distention of the colon segment, favoring also the passage of
bacteria from the lumen to the intestinal wall **.

In anastomosis performed in the presence of bowel obstruction, there
have been evaluated several adjuvant factors of healing as erythropoietin, short chain
fatty acids, glutamine, saline solution, povidone-iodine, fibrin glue and peritoneal graft.
With the goal of trying to increase the inflow of blood has been reported the use of
Bosentan °, Resveratrol ® and, mainly, factors that interfere with the production of
nitric oxide (NO), as the 5-phosphodiesterase five (PDE - 5) »”%. The sildenafil, a potent
and specific inhibitor of PDE-5, was tested for various purposes such as pulmonary
hypertension, chronic neuralgia, neurogenesis, Alzheimer 's disease, spinal trauma,
cutaneous flaps, intestinal anastomosis and prevention of adhesions. It has been
postulated that its beneficial action in these situations is due to neoangiogenesis
stimulation.”#10.111

It is then possible that the use of sildenafil can act as a positive modulator
on healing of colonic obstructed segments by perhaps act as stimulator of
neoangiogenesis. So, the purpose of this study was to evaluate the possible beneficial
effect of sildenafil in healing of obstructed colon in rats.

MATERIAL AND METHODS

This study was submitted to the Committee of Ethics in Animal
experimentation of Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG) and
approved with Protocol 060/09. 17 female Wistar rats (3-4 months old and average
weight of 300 g) were randomly distributed in three experimental groups:

e Untreated (n=6): partial colonic obstruction, primary resection and
anastomosis;

e Topic sildenafil (n=5): partial colonic obstruction, primary resection and
anastomosis. Use of sildenafil by peritoneal irrigation (1 mg/Kg) at the
end of surgery;

e Oral sildenafil oral (n=6): partial colonic obstruction, primary resection
and anastomosis. Use of sildenafil by oral gavage (1 mg/Kg) at the end o
f surgery.
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The animals were anesthetized with ketamine, 60 mg/Kg (Cristalia Prod.
Farmac Ltda., Sdo Paulo, Brasil) and xylazine, 10 mg/Kg (Schering-Plough, Sdo Paulo,
Brasil) applied by intraperitoneal injection, (IP). Once anesthetized, there were
administered to all animals 30 mg/Kg of Ceftriaxone (Roche, S3do Paulo, Brasil),
intramuscularly (IM). After obtained anesthetic level, the animals were submitted to
midline laparotomy and held the colonic obstruction (Figure 1) by means 2-0 silk
ligation of transverse colon 2 cm above splenic flexure against n2 12 nelaton catheter.
After ligation, the catheter was removed getting in the local silk bandage with partial
obstruction of colon. After that, the abdomen was closed, analgesic administered
(buprenorphine 0.03 mg/Kg subcutaneously twice a day during 24 hours) animal
placed at rest in individual cage, with free access to food and water.

After 24 hours of the induction of pseudo-obstruction, the animals were
anesthetized again, abdomen opened and obstructed segment resected 3 mm above
and below of silk bandage. Colonic anastomosis was performed with separate vycril 5-
0 suture. Then, the peritoneal cavity was washed with 15 ml of 0.9% saline solution
maintained at a temperature of 38° C and the abdomen closed in two planes,
continuous suture of 3-0 polyglactin in the muscle-aponeurotic plane and mononylon
4-0 separate suture in skin plane. The animals received 25% glucose oral solution
during 12 hours after surgery and after that free access to water and food.

There was used in the experiment sildenafil solution at a concentration of
0.1 mg/ml. On oral administration group, at the end of the surgery and after
anesthesia recovery, there was made gastric gavage with n? 6 nelaton, and
administered a single-dose of sildenafil at a concentration of 1 mg/kg. In the topical
group, after the construction of the anastomosis there was put into peritoneal cavity a
solution of sildenafil (1 mg/kg) after closure of the abdominal wall.

The animals were evaluated on the seventh day after surgery. After
anesthesia, there was made new laparotomy and macroscopic parameters of stenosis
of anastomosis and anastomotic leakage evaluated. The stenosis of anastomosis was
classified as grade | (slight dilation, one twice the normal caliber), grade Il (moderate
dilation, between one and two twice the normal caliber) or grade lll (considerable
dilation, more than two twice the normal caliber), as previously described™ and then
grouped into absent (grades |) or present (grades Il and Ill). The signs of anastomotic
leakage as abscess or peritonitis were considered as present or absent. After that, the
animals were killed by exsanguinations and colon segments containing in central point
the anastomosis were removed for functional studies (study of burst pressure) and
microscopic evaluation of healing parameters.

Bursting pressure: After opening of the peritoneal cavity, a 8 cm segment
of the colon having the anastomosis in its central point was removed with their
adhesions to study of burst pressure as standardized technique'**®. Briefly, after
clamping one end of colonic segment, the burst pressure was evaluated by air
insufflation in another end of the colon, under continuous flow, with the colonic
segment put into a flask containing 0.9% saline solution. The catheter through which
the air was inflated is connected to an aneroid manometer by a three way connection,
providing the pressure exerted on the anastomosis. The measurement of burst
pressure was given by the recorded value at the moment of the rupture of the
anastomosis, determined by the presence of bubbling of liquid contained in the flask.
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Histological analysis: The colon segment containing the anastomosis was
placed into 10% formalin, included in paraffin and made 4 mu histological stained with
hematoxylin/eosin and gomori’s trichrome. These slides were double-blinded
examined by only one pathologist (DGA) in an optical microscope (Nikon-Alphaphot-2-
Tokyo-Japan and made evaluation of inflammation, angiogenesis and fibroplasia.

Inflammation: The colonic submucosa was evaluated qualitatively and
quantitatively. In qualitative analysis, the inflammation was described as 1+ (absente),
2+ (discrete), 3+ (moderate) or 4+ (intense). To statistical analysis, the histological
features 1+ and 2+ were characterized as absent, and 3+ and 4+ as present. It was also
made histomorphometry in the submucosa, with polymorphonuclear leukocytes
counting in 20 random fields.

Angiogenesis: There was made evaluation of the degree of angiogenesis, as
absent (1+), discrete (2+), moderate (3+) and severe (4+). For comparison between
groups, these alterations were categorized in absent (1+/2+) or present (3+/4+).

Fibroplasia: To assess the fibroplasia there was made qualitative and
guantitative evaluation of collagen fibers in slides stained by Gomori’s trichrome. The
immature and mature fibers were classified in absent, discrete (up to 10 fibers per
field), moderate (10 to 20 fibers per field) and severe (more than 20 fibers per field).
Also there was counted the number of immature and mature fibers in 20 random
fields, and calculated the average number of each fiber type in colonic submucosa.

The statistical analysis was made using Statistical packages Assistat 7.6
beta ® and Epi-info ®. Qualitative data were compared between groups through the
Chi-square test with Fisher correction. Quantitative data were compared between
groups through Mann Whitney test. There were considered in both tests differences at
the level of 5%.

RESULTS

The macroscopic analysis of the region showed no anastomosis fistula
identifiable to any animal, either tamponated or for free cavity. The stricture of
anastomosis classified as Il or Ill were observed in 4 (66.7%) animals of no treated
group, and only one in both sildenafil VO (20%, p=0.06) or sildenafil IP (16.7%, p=0.04).
There was a significant reduction in stenosis in animals treated with IP or VO sildenafil.

The burst pressure was increased after treatment with IP sildenafil. The
mean of bursting pressure was 155.0+30.2 in untreated group, 250.0+64.0 in the group
treated with IP sildenafil and 216.7415.1 in animals treated with sildenafil VO. There
was significant difference when compared untreated animals and those treated with
sildenafil IP (p=0.002) or sildenafil VO (p=0.001, Figure 2)

The histological analysis showed that the inflammation classified as
moderate was seen in 2 animals in obstructed group (33,3%), 2 animals treated with IP
sildenafil (40%) and 4 of the animals treated with oral sildenafil (66,7%). The average
of polymorphonuclear leukocytes by field in the submucosa of the animals with
pseudo-obstruction was 40.616.5, in animals treated with sildenafil IP was 41.7+16.8
cells and in group treated with sildenafil VO was 51.9+£12.5 cells per field. There was no
significant difference in the intensity of inflammation among the three groups
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At histology, grade 3+ and 4+ angiogenesis was seen in 3 (60%) of animals
treated with IP sildenafil, and none of these no treated or treated with oral sildenafil,
with increase of angiogenesis in animals treated with IP sildenafil (p=0.03).

In relation to fibroplasia, qualitative assessment showed that
moderate/severe fibroplasia occurred in an animal of the group with pseudo-
obstruction (16.7%), 4 those of group with pseudo-obstruction treated with sildenafil
IP (80%) and 2 animals with pseudo-obstruction treated with sildenafil orally (33.3%).
There was showed a significant increase in fibroplasia in the group treated with
sildenafil IP when compared to the group with obstruction (p=0.04).

The presence of collagen fibers classified as intense (more than 20 fibers
per field) occurred in 5 animals in the Group OBS (83.3%), all 5 animals of the SIP
Group (100%), as well as all animals in SVO group (6 animals, 100%). Qualitatively, the
presence of young collagen fibers classified as intense was seen in two animals of OBS
group, three animals in SIP group and three animals in SVO group. The amount of
mature collagen fibers was classified as discrete in five of the six Group OBS, all five
animals of the SIP group and four of six animals in SVO group, without significant
difference between the groups.

The average number of collagen fibers (immature or mature) by field was
25.33 + 2.35 fibers in groupof animals with colonic obstruction without treatment, 30.6
+ 1.6 fibres in the group treated with IP sildenafil and 27.67 + 1.94 in animals treated
with VO sildenafil. There was increase in number of collagen fibers in the Group of
animals treated with sildenafil IP when compared to those not treated (p=0.04), but
not when compared to animals treated with sildenafil VO and animals of the OBS
group (figure 3).

The number of thin, immature collagen fibers in the submucosa of animals
with colonic obstruction and not treated was 16.83 £ 1.90. In animals treated with
sildenafil IP the number of immature collagen fibers was 22.20 + 1.83 and those
treated with sildenafil VO was 18.17 + 1.22. When compared with animals with
pseudo-obstruction and not treated, there was a significant increase in the number of
these fibers in animals treated with sildenafil IP (p=0.03), but not when compared to
untreated animals and those treated with sildenafil VO.

The average of mature collagen fibers in the colonic submucosa of OBS
group was 8.5 + 1.06 fibers per field. In the SIP group the average was 8.4 + 1.12 fibers
and in SVO was 9.5 t 1.36 fibers per field. There was no significant difference when
comparing the two treatments (sildenafil IP or VO) with the animal group.

DISCUSSION

The intestinal anastomosis are among the most performed surgical
procedures in general surgery, and the failure of healing is cause of fistulas, that occur
between 0.5% to 30% of the operations carried out, joining the increased morbidity
and mortality. Among its various etiologies are included hypoxia, infection, and other
local and systemic factors Y1,

Several conditions are associated with the unfavorable evolution of the
anastomosis performed in obstructed colon as distention, edema, low oxygen tension
and alkaline intraluminal pH. Among these mechanisms, tissue hypoxia is observed in
some experimental models 3, and occurs through accumulation of gas and liquid in the
obstructed intestinal lumen, increase in intramural pressures and intestinal wall
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reduction of perfusion. When the intraluminal pressure increases and equals to blood
pressure, intestinal hypoxia occurs that favors increased permeability of the intestinal
wall due to the emergence of micropores on its wall, through which pass water and
ions. The progression of the colonic distension leads to gradual increase of hypoxia,
which culminates with wall necrosis and passage of the luminal content to the
peritoneum. 14

In this study there was evaluate the stimulation of healing in intestinal
semi-occlusion model, considering also that as a risk anastomosis. The abrupt
reduction of colonic lumen with proximal dilation, venous stasis and intestinal wall
edema, is able to reduce oxygenation in microcirculation, while still allowing the
passage of bacteria from the intestinal lumen to the submucosa, with marked
inflammatory reaction able to interfere negatively with the tissue healing.

Some studies have evaluated the anastomosis in models treated with
sildenafil between 4th to 8th postoperative day. ¥*'** Irkorucu and Kaya in assessing
the reversion of the effects of hypoxia by sildenafil and tadalafil respectively, chose the
best effect on fourth day ¥ and Uzun and Ayten already chose ' respectively, seventh,
and seventh and third days. On these data, we opted for the evaluation of healing on
the seventh day. It is known that in the first phase of the healing of intestinal
anastomosis that occurs after injury, there is transitional reduction of strength of scar,
going from very low values in the first 3 days after its construction until it reaches the
optimum conditions. This progression seems to be due to physiological changes in the
matrix metabolism. During the first days after the construction of the anastomosis, its
strength and integrity are determined mainly by the regenerative capacity of the
submucosa. Already in the proliferative phase, neovascularization and fibroblasts act
increasing the resistance of the anastomosis by increasing the production of collagen
and mucopolysaccharides in the wound.

The measurement of burst pressure of a tissue can be evaluated by various
methods. One would be the measure of resistance to a force acting in longitudinal
axial direction. This method would be ideal, for example, to test the break in tendons
and fascia '°. Another method consists in inflation of air or water in the intestinal
lumen, which is one of the methods of assessment of resistance of intestinal
anastomosis used in experimental research 1718.19.20 |y this study, there was used the
method of anastomotic burst pressure by air insufflations already used to assess the
resistance in an prior works 1213

Anastomotic disruption, such as dehiscence or fistula, has been considered
one of the most worrisome post-operative complications of digestive tract surgeries
due to its incidence, morbidity and mortality *. Several strategies have been described
in the approach of intestinal anastomosis. Factors able to stimulate neovascularization
have been evaluated, based upon the premise that neovascularization, which usually
starts in the second or third day after the injury, provides the best environment to
healing. Therefore, factors that may act on the maintenance of adequate blood supply
and nutrients ensuring the necessary tissue metabolic demand may be the key to
positive modulation of tissue healing, especially in adverse conditions 8 The use of
agents capable of stimulating angiogenesis has been evaluated in experimental models
and in clinical studies. Among these agents, sildenafil has been researched due to its
vasodilating action, which could promote angiogenesis. Literature data seem to
support this theory, as Ayten and Irkorucu studies “ ° who have found significant
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improvement of burst pressure levels in the groups that received sildenafil when
compared with control groups.

The results of this study showed that the animals in groups that have
received sildenafil IP and VO had increase in burst pressure when compared with the
untreated group. These results agree with the premise that the local vasodilation can
act as a factor responsible for possible improvement of the tissue and the parameters
of flow healing 791118 Also verify that the IP sildenafil was able to significantly
increase angiogenesis when compared to other groups, which also demonstrates a
likely effect of this drug in vasodilation and stimulating the tissue irrigation, which
would increase the efficiency of the healing process, resulting in a stronger
anastomosis.

The strength of an anastomosis depends on the presence of collagen fibers,
having already been observed that the colonic pseudo-obstruction altered synthesis
and collagen content in the suture line 2122 n this study, we find that the use of
sildenafil, mostly topically, was able to increase the presence of collagen fibers, mainly
young collagen, in the submucosa of colonic anastomosis. It is possible that the
reduction of collagen in the models of colon obstruction is associated with increased
production of metalloproteinases, responsible for the degradation of the matrix and,
consequently, of collagen. It was observed that, in the colon with obstruction, there
was a higher concentration of metalloproteinases, suggesting that the tissue hypoxia
associated with increased participation of this in tissue healing, making the weakest
anastomosis 2>?*. One of the mechanisms associated with the largest production of
metalloproteinases is the presence of polymorphonuclear neutrophils in the region.
The low perfusion of colonic wall allows the opening of ostia in mucosa, favoring the
passage of bacteria from the intestinal lumen to the submucosa 3, with stimulus for
inflammation in the region and increase in concentration of metalloproteinases with
increased collagenolysis and weakening of the anastomosis. However, it was not
observed in our study, statistical differences in population of PMN compared the
scores found in groups with pseudo-obstruction and treated or not with sildenafil.

The data from this study suggests that the vasodilation induced by
sildenafil was able to improve the healing of semi-obstructed colon of rats, indicating
that this drug may have modulating action in healing both in its topical use as
administered orally. The mechanism by which the drug has promoted better healing
can be related to tissue vasodilation, for action on the metabolism of nitric oxide, with
increase in angiogenesis and collagen synthesis. Therefore, these results allow us to
infer that at risk like that anastomosis performed in obstruction of the colon, the use
of sildenafil would be able to improve healing by likely to stimulate angiogenesis,
fibroplasia and maybe increase the blood supply in the affected segment and reversing
the conditions unfavourable to healing in the semi-obstructed colon of mice.
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Figure 2 - Median Burst pressure value of colon anastomoses of wistar rats after
coion obstruction (OBS) and untreated or treated with sifdenafil IP (SIP) or silde-
nafif VO (SV0O)
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Figure 3-Median of collagen fibers count in the submucosa of the region of colon anos-
tomosis of wistar rats with cofon obstruction (OBS) and treated with sifdenafif {P (SIP) or
sildenafif VO {SVO)
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ANEXO 2 - CERTIFICADO DO CETEA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 60/2009, relativo ao projeto intitulado “A¢do o
sildenafil na pressdo de ruptura de anastomoses em intestino delgado
isquémico’, que tem como responsavel(is) Ivana Duval de Araujo , estd(30) de
acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na
reunido de 17/ 06/2009.

Este certificado expira-se em 17/ 06/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 60/2009, related to the project entitled
“Effect of sildenafil upon bursting pressure of colonic anastomosis in rats
with colonic obstruction’, under the supervisiors of Ivana Duval de Araujo, is
in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was
approved in June 17, 2009.

This certificate expires in June 17, 2014.

Belo Horizont de Junho ¢e 2009.

Prof. Humbertc Pereira
Coordenador do CETEA

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufma.br

(Mod.Cert. v1.0)
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ANEXO 3 - PLANILHAS DE DADOS

Animal Grupo Peso pré- Peso pos- % de perda de
operatdrio operatdrio peso
9 obs 330 280 15,15
10 obs 320 280 12,15
11 obs 320 300 6,25
12 obs 320 300 6,25
14 obs 340 300 11,76
16 obs 340 340 0
25 sip 350 260 25,71
26 sip 230 220 4,35
28 sip 290 260 10,34
29 sip 290 260 10,34
31 sip 280 260 7,14
33 SVo 280 250 10,71
35 SVO 260 240 7,70
37 SVO 300 270 11,11
38 SVo 360 240 33,30
39 SVo 350 310 11,43
40 SVo 250 210 16,00
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Animal Grupo Fistula Estenose Pressdo de
ruptura
(mmHg)
9 obs ausente I 150
10 obs ausente I 100
11 obs ausente 0 170
12 obs ausente I 180
14 obs ausente I 150
16 obs ausente 0 180
25 sip ausente 0 180
26 sip ausente I 180
28 sip ausente 0 290
29 sip ausente 0 300
31 sip ausente 0 300
33 SVO ausente 0 240
35 SVO ausente 0 220
37 SVO ausente 0 200
38 SVO ausente I 200
39 SVO ausente 0 220
40 SVO ausente 0 220
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Animal Grupo Inflamacgao PMN (média Angiogénese
por campo)

9 obs Moderada 42,6 Moderada
10 obs Leve 43,0 Moderada
11 obs Leve 30,2 Moderada
12 obs Moderada 48,2 Moderada
14 obs Leve 35,7 Moderada
16 obs Leve 44,0 Moderada
25 sip Leve 34,9 Acentuada
26 sip Leve 38,6 Moderada
28 sip Moderada 18,8 Acentuada
29 sip Moderada 56,5 Acentuada
31 sip Leve 63,4 Moderada
33 SVOo Leve 48,5 Moderada
35 SVOo Moderada 52,1 Moderada
37 SVOo Moderada 65,5 Moderada
38 SVOo Moderada 55,2 Moderada
39 SVO Leve 60,5 Leve

40 SVo Moderada 29,6 Moderada
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Animal Grupo Colageno Coldgeno jovem | Colageno
(média de fibras | (média de fibras | maduro (média
por campo) por campo) de fibras por

campo)

9 obs 27 13 14

10 obs 25 8 17

11 obs 24 8 16

12 obs 30 8 22

14 obs 15 5 10

16 obs 31 9 22

25 sip 28 9 19

26 sip 27 10 17

28 sip 30 4 26

29 sip 36 10 26

31 sip 32 9 23

33 SVO 24 6 18

35 SVO 30 14 16

37 SVo 33 11 22

38 SVO 20 6 14

39 SVO 29 8 21

40 SVO 30 12 18
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ANEXO 4

FACULDADE DE MEDICINA _ e

CENTRO DE POS-GRADUACAO = o
S e =

Forie: (031 3409.9641  FAX: (31) 34099640 UF/V\_G

DEFESA DE DISSERTAGCAC DE MESTRADO DE JOAO LUIS OLIVEIRA
GUSMAO DE ANDRADE i de registro 2010656371.

As quatorze horas do dia 05 de setembro de dois mil e doze, reuniu-se na
Faculdade de Medicina da UFMG, a Comissado Examinadora de dissertacao
indicada pelo Colegiado do Programa, para julgar, em exame final, ¢ trabalho
intitulado: “AVAL!AQAO DA CICATRJZAQJKO DO COLON OBSTRUIDO DE
RATOS APOS USO DE SILDENAFIL TOPICO OU ORAL”, requisito final para
a obtengéo do grau de Mestre em Ciéncias Aplicadas a Cirurgia & & Oftaimologia,
pelo Programa de Pos-Graduagdo em Ciéngias Aplicadas a Cirurgia e a
Oftalmologia. Abrindo a sessdo, o Presidente da Comissao, Profa. Ivana Duval
Aralljo, apos dar a conhecer acs presentés ¢ teor das normas regulamentares do
trabalho final, passou a palavra ao candidato para apréseritacae de seu frabalho.
Seguiu-se a argui¢ao pelos examinadores, com & respectivé defesa do candidato.
Logo apés, a Comissdo se reuniu sem a preseénga do candidato e do piblico para
julgamento e expedicdo do resultado final. Foram atribuidas as seguintes
indicacbes: '

Profa. Ivana Duval Aragjo/Oriertadora Instit: UFMG Endimgaor,

Prof. Marcelo Dias Sanches Instit UFMG Indicagao: M

Prof. Alberto Schanaider instit: UFRY  Indicacso_ Al
. o . B pd e A/\w A0

Pelas indicagoes, o candidato foi considerado e NN

O resultado final foi comunicado publicamente ac candidato pela Presidente da
Comissadc. Nada mais havendo a tratar o Presidérite encerrou a séssao e laviou a
presente ATA. que serd assinada por todos os.membros participantes da
Comissao Examinadora. Belo Horizonte, 05 de setembro de 2012,

1 1 g
Profa. lvana Duval Aratjo/Orientadora__ ﬂ’ O
Prof. Marcelo Dias Sanches Y ittt il
Prof. Alberto Schanaider Y 4 / -

Prof. Marcelo Dias Sanches/Coordenador /&/ W)C

Obs.: Este documento n&o terd validade sem a assinatura e c‘aﬂmbo do Conrdenacmr DI‘ Serches

> Cﬂmi Wi”. R
oR\G\NP“' ot & MelERARG

CONFE ?Gmdanﬁ
Ce\‘c\lgod PMed\cma -UFMG
Facy
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ANEXO 5

FACULDADE'DE MEDICINA .
CENTRO DE POS-GRADUACAOQO

Av. Prof. Alfredo Balena 190 / sala 533
Belo Horizonte - MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409.9641 FAX: (31) 3409.9640

DECLARACAO

A Comissgo Examinadora abaixo assinada, composta pelos Professores Doutores:lvana
Duval Aradjo, Marcelo Dias Sanches e Alberto Schanaider aprovou a defesa da
dissertagdo intitulada: “AVALIACAO DA CICATRIZACAO DO COLON OBSTRUIDO
DE RATOS APOS USO DE SILDENAFIL TOPICO OU ORAL”, apresentada pelo
mestrando JOAO LUIS OLIVEIRA GUSMAO DE ANDRADE para obtengao do titulo
de Mestre em Ciéncias Aplicadas a Cirurgia e a Oftalmologia, pelo Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Aplicadas a Cirurgia e a Oftalmologia da Faculdade de Medicina

da Universidade Federal de Minas Gerais, realizada em 05 de setembro de 2012.

/

/
Profa. Ivana*Du\L Araljo/Orientadora

Orientador

Prof. Alberto Schanaider
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